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 O hábito tabagista parece estar geneticamente associado a genes de 
receptores olfatórios. Um grupo destes genes encontra-se em forte desequilíbrio de 
ligação com a região HLA, no cromossomo 6. O presente trabalho teve por objetivo 
investigar a frequência de haplótipos HLA e sua relação com o tabagismo em uma 
amostra da população paranaense, através do estudo de associação. A amostra (n = 
74144; fumantes = 13019; não-fumantes = 61125) provém do banco de dados de 
doadores voluntários de células tronco hematopoiéticas do LIGH (Laboratório de 
Imunogenética e Histocompatibilidade da UFPR), previamente genotipado para os 
loci HLA-A, -B, -DR em baixa/média resolução pela técnica SSO (sondas 
oligonucleotídicas específicas). As frequências haplotípicas foram estimadas pelo 
método da maximização de expectativas. A análise de associação foi feita por odds 
ratio para cada haplótipo. A fim de evitar artefatos estatísticos, novas análises foram 
realizadas dividindo-se a população por etnia e sexo, buscando associações 
consistentes em todos os subgrupos. Dos 14540 haplótipos encontrados, 188 
apresentaram odds ratio significativo nos dois sexos, sendo 18 associações 
positivas (mais frequentes em fumantes) e 170, associações negativas (mais 
frequentes em não fumantes). Além do haplótipo já conhecido, apenas o haplótipo 
HLA-A24-B7-DR1 apresentou associação consistente em todos os subgrupos. Os 
odds ratios (or) e intervalos de confiança (IC) para o total da amostra foram: homens, 
or = 1,618; IC = [1 – 2,59]; mulheres, or = 1,712; IC = [1,13 – 2,59]. Este é o segundo 
haplótipo HLA possivelmente associado ao tabagismo e também está em 
associação positiva, podendo ser um fator de risco na aquisição do hábito. 
 
 













 Tobacco smoking behavior seems to be genetically related to olfactory 
receptor genes, and part of them are known to be in strong linkage disequilibrium 
with HLA region on chromosome 6. In the present work we have investigated the 
relation between HLA haplotypes frequencies and tobacco smoking behavior in a 
sample of Paraná's population through a genetic association study. The sample (n= 
74144; smokers; 13019; non-smokers = 61125) was available at the LIGHS's 
(Laboratório de Imunogenética e Histocompatibilidade of UFPR) database for 
hematopoietic stem cell donors, which were genotyped for HLA A, B and DR loci at 
low/medium resolution using SSO technique. Haplotype frequencies were estimated 
by expectation-maximization method. The association analysis was performed by 
estimation of odds ratios for specific haplotypes. In order to avoid statistical artifacts , 
new analyzes were performed by dividing the population by ethnicity and gender 
categories, aiming to find consistent associations in every subpopulation. Of the 
14540 haplotypes found, 188 had significant odds ratio in both genders (more 
frequent in smokers) and 170 had negative association (more frequent in non-
smokers). Besides the already known association, HLA A24-B7-DR1 was the only 
haplotype that showed a consistent association in all subgroups. Odds ratio (or) and 
confidence interval values (CI) in the whole sample were: men, or = 1,618; CI = [1 - 
2,59]; women, or = 1,712; CI = [1,13 - 2,59]. This is the second HLA haplotype that 
can possibly be associated with tobacco smoking habit, and it is also in positive 
association, indicating it to be a risk factor in smoking habit acquisition. 
 
 














O sistema olfativo possibilita aos seres humanos a capacidade de perceber, 
discriminar e reagir diante de uma gama de compostos químicos disseminados no 
meio ambiente. Um estímulo químico presente no ambiente desencadeia um 
impulso elétrico na membrana do neurônio olfativo através do contato com os 
receptores olfatórios. Esses estímulos são então levados para o bulbo olfatório e 
posteriormente conduzidos para regiões cerebrais que identificam determinado odor 
(MALNIC et al., 1999). Existe na natureza uma grande variação no número de genes 
que codificam receptores olfatórios para as diferentes espécies, podendo variar de 
48 a 367 em insetos (MITCHELL et al., 2012) 1500 em camundongos (GODFREY et 
al., 2004). 
A organização do sistema olfatório, em humanos, foi descrita nos estudos de 
Buck e Axel (1991), o que lhes rendeu o prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 
2004. Este sistema abrange uma grande família gênica, aproximadamente 1000 
genes, que codificam para proteínas que atuam como receptores olfatórios. 
Mcclintock (1971) observou que pode haver certa sincronização de ciclos menstruais 
de mulheres que convivem em um mesmo ambiente, sendo um forte indício de como 
o olfato influência em características comportamentais humanas.  Evidências 
crescentes sugerem que a escolha preferencial de parceiros, percepção do 
ambiente, reconhecimento da prole e de parentesco, seleção gamética e até mesmo 
o hábito tabagista e outras funções podem estar relacionados ao alto grau de 
polimorfismo existente na região MHC (complexo principal de histocompatibilidade), 
provavelmente devido ao forte desequilíbrio de ligação destes com genes de 
receptores olfatórios.  
O hábito tabagista, grave ou moderado, parece sofrer influência de fatores 
genéticos (SULLIVAN; KENDLER, 1999), herdabilidade de aproximadamente 60% 
(KENDLER et al., 2000), tendo sido encontradas evidências de genes associados 
em diversas regiões do genoma, incluindo os achados de Füst et al. (2004) que 
descrevem associação com haplótipos da região genômica do HLA (Antígenos 
Leucocitários Humanos), possivelmente devido ao forte desequilíbrio de ligação 
desta com um cluster de genes que codificam para receptores olfatórios (OR) da 
mesma região cromossômica. Santos et al. (2008), encontraram evidências de 
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associação com o haplótipo HLA-A1-B8-DR3 e um receptor OR (gene: OR12D3, 
SNP: rs3749971).  
 A determinação de alelos relacionados ao hábito tabagista, juntamente com 
aqueles já estudados nas pesquisas de Santos et al. (2008) e Füst et al. (2004) é 
importante para a compreensão da etiologia desta condição, e fornece dados para 
novas investigações científicas a respeito desse tema. Isso porque o tabagismo está 
relacionado com o desenvolvimento e avanço de várias doenças graves, tais como 
doença arterial coronária, câncer de vários órgãos e doenças autoimunes. O 
presente trabalho tem como objetivo levantar novos dados que contribuam na 







2. OBJETIVOS GERAIS 
 
 
 Investigar as frequências dos haplótipos HLA-A, -B, -DR e sua relação com o 
tabagismo por intermédio da razão de possibilidades (odds ratio) em grupos de 
mulheres e homens, fumantes e não fumantes, em uma amostra de diferentes 
origens étnicas da população paranaense.  
 
 
2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Calcular as frequências haplotípicas em amostras de fumantes e não 
fumantes da população paranaense; 
 
 Investigar os odds ratio entre haplótipos de homens e mulheres fumantes e 
não-fumantes; 
 
 Verificar se algum destes haplótipos está associado aos indivíduos fumantes, 
buscando associações consistentes em todas as amostras, conforme a 
origem étnica (amarelo, branco, negro e pardo); 
 
 Determinar se estes haplótipos encontram-se em desequilíbrio de ligação 
com genes de receptores olfatórios, através da analise molecular in silico de 
uma amostra da população CEU (norte americanos com ascendência 
europeia) do banco de dados HapMap, a fim de compará-la com os 









3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
3.1. CROMOSSOMO 6 E MHC 
 
 Constituído por cerca de 166.880.988 pares de base, 1557 genes e 633 
pseudogenes, o cromossomo 6 representa cerca de 6% do genoma humano e é 
considerado um dos maiores cromossomos sequênciados até os dias de hoje 
(MUNGALL et al., 2003)(FIGURA 1).  
 O cromossomo 6 é altamente rico em genes relacionados ao sistema 
imunológico, mas também apresenta genes que afetam características de 
comportamento e percepção sensorial (ZIEGLER, 1997).  
 O Complexo Principal de Histocompatibilidade ( MHC, do inglês Major 
Histocompatibility Complex) está situado no braço curto do cromossomo 6, na região 
6p21.3. Contendo mais de 200 genes (CAMPBELL; TROWSDALE, 1993; 
COMPLETE sequence and gene map of a human major histocompatibility complex, 
1999 ) os mais polimórficos do genoma humano, recebe a designação de HLA em 
humanos( Human Leucocyte Antigens ), por ter sido inicialmente detectado nos 
leucócitos. O MHC ocupa uma grande região cromossômica (aproximadamente 4Mb 
de DNA), abrangendo o sistema gênico HLA e outros genes não pertencentes a 
esse sistema (CARROSELLA et al., 1999; O’CALLAGHAN; BELL, 1998) (FIGURA 
1). Essa região contém um conjunto de genes que são expressos de forma 
codominante e está presente no genoma de todas as espécies de vertebrados. Foi 
descrito primeiramente em observações no ano de 1936  no fenômeno de aceitação 
e rejeição de transplantes de tecidos entre camundongos alogênicos ou singênicos 
(o complexo H-2 de camundongos) (GORER, 1936; KLEIN, 1986). Entretanto, a sua 
função primordial é a de apresentador de antígenos aos linfócitos T, constituindo a 
base molecular para que o sistema imunológico possa distinguir proteínas próprias 
do corpo das proteínas produzidas por invasores estranhos, tais como vírus e 
bactérias ( ABBAS; LICHTMAN, 2012). O MHC foi subdividido em três regiões, 
levando em conta a estrutura e função dos seus produtos moleculares: classe II 
(centromérico), classe III e classe I (telomérico) (LAMM et al., 1985; BELL, 1989; 




FIGURA 1- ORGANIZAÇÃO DO  MHC EM HUMANOS 
 
FONTE dbMHC HOME/ NCBI — National Center for Biotechnoloy Information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Acesso em: 14 Abril de 2014. 
 
NOTA: Ilustração mostrando a posição do MHC no cromossomo 6, bem como a disposição dos 
principais genes.  
 
 
 O MHC está associado a mais de 100 doenças, incluindo várias doenças 
autoimunes, tais como esclerose múltipla e diabetes tipo 1 (GOURRAUD et al., 
2012; TEMPLE; SHIELD, 2010). Mutações em genes do cromossomo 6 também são 
responsáveis por uma forma de Parkinson Infantil, epilepsia, e alguns tipos de 







3.2. GENES HLA DA REGIÃO MHC DE CLASSE I, II e III 
 
3.2.1. MHC de Classe I 
 
 A região HLA de classe I compreende mais de 122 locos. Os genes que 
codificam para a cadeia α das moléculas HLA de classe I são conhecidos como 
clássicos ou de classe Ia ( genes HLA-A, HLA-B e HLA-C )( STRACHAN, 1987) e 
são altamente polimórficos (FIGUEROA et al., 1988). Essas moléculas são 
expressas por todos os tipos celulares nucleados e plaquetas, e interagem com o 
receptores de células T (TCR), bem como receptores KIR (killer immunoglobulin-like 
receptors) expressos em células "natural killer" e algumas células T (TROWSDALE, 
2001). Além dos locos clássicos, o HLA de classe I compreende três locos não 
clássicos (HLA-E, HLA-F e HLA-G), sendo pouco polimórficos. Há, ainda, nesta 
região os locos considerados pseudogenes (HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-
L)(CAMPEBELL; TROWSDALE, 1993) 
 As moléculas MHC clássicas de classe I (A, B e C) e classe II (DR, DQ e DP) 
apresentadoras de antígenos são formadas por duas cadeias glicoproteicas 
expressas na superfície celular. A molécula de classe I se completa com uma cadeia 
leve de β2- microglobulina (GUSSOW et al, 1987), a qual é codificada por um gene 
localizado no cromossomo 15 (FIGURA 2, ilustração da esquerda).  
 A sequência do gene HLA de classe I foi determinada por  Malissen et al. 
(1982). Assim como no rato, a organização dos domínios das proteínas do HLA 
reflete precisamente as estruturas dos íntrons e éxons do gene: éxons separados 
codificam o peptídeo de sinal, cada um dos três domínios externos e a região 
transmembrana, enquanto três éxons codificam o pequeno domínio citoplasmático 
(HOOD et al., 1982).  
 
3.2.2. MHC de Classe II 
 
 Moléculas HLA de classe II são heterodímeros codificadas por genes alfa e 
beta localizados na região HLA-D, no cromossomo 6p21.3 (TROWSDALE, 2001), 
como mostrado na figura 2, Ilustração da direita, abrangendo as três sub-regiões do 
complexo principal de histocompatibilidade DR, DQ e DP (os genes dessas três sub-
regiões codificam os três principais isotipos de moléculas HLA de classe II: HLA-DR, 
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HLA-DP e HLA-DQ)(FIGURA 1). Tanto a cadeia alfa quanto beta das moléculas 
HLA-DR e HLA-DP são altamente polimórficas, enquanto que o HLA-DR alfa (HLA-
DRA) é invariante e o HLA-DR beta (HLA-DRB), o mais altamente expresso, é 
codificado pelo gene HLA-DRB1 e é extremamente polimórfico (DAI et al., 2008). 
Larhammar et al. (1982) determinaram a sequência completa do HLA-DR e 
comentaram a semelhança entre essa moléculas e as moléculas do HLA de classe I.  
 Como a fenda de ligação ao antígeno de moléculas de MHC de classe II é 
aberta em ambas as extremidades enquanto a abertura correspondente nas 
moléculas de classe I é fechada, os antígenos apresentados por moléculas MHC de 
classe II são mais longos, geralmente entre 15 e 24 resíduos de aminoácidos de 






















FONTE: Modificado de ABBAS, A. K.; LICTHMAN, A. H. The Major Complex Histocompatibility. In: 
Cellular and molecular immunology. 7th ed. Philadelphia : Elsevier/Saunders, 2012 p. 64-83 
 
NOTA: Na figura da esquerda está representado a molécula HLA de classe I. A cadeia pesada (em 
verde), codificado pelo cromossoma 6, tem uma massa molecular de 44.000 e é composta por três 
domínios N-terminais extracelulares de 90 aminoácidos cada , um segmento que atravessa a 
membrana hidrofóbica pequeno e um pequeno domínio C-terminal intracelular hidrofílico. O terceiro 
domínio , mais próximo da membrana , e a cadeia leve β2M (em azul) são altamente conservadas. A 
figura da direita representa os domínios que compõe a molécula HLA de classe II, com dois domínios 
α (α1 e α2) e dois domínios β (β1 e β2) externos com uma âncora citoplasmática. A porção distal da 
molécula de classe II, formada por α1 e β1 forma o sítio de "binding" do peptídeo. Em ambas as 









3.2.3. MHC de Classe III 
 
 MHC de classe III é caracterizado por uma densidade extremamente elevada 
de genes, com 59 genes expressos e abrangendo aproximadamente 760kb no braço 
curto do cromossomo 6 (FIGURAS 1 e 3). Essa região inclui genes que participam 
do processo de ativação do complemento (Bf, C2, C4A, C4B), bem como os genes 
que codificam as citocinas: fator de necrose tumoral (TNF- α) e LTA (LT- α) 
(MATSUZAKA et al., 2001), representado na figura 3. A suscetibilidade de várias 
doenças têm sido ligadas a essa região, incluindo a doença de Graves (HASHAM; 
TOMER, 2012), deficiência na 21- hidroxilase (FOREST, 2004) e lúpus eritematoso 
sistêmico (LES, doença que causa autoimunidade ao tecido conjuntivo)(LESSARD 
et al., 1997).  
 
 
FIGURA 3- MAPA DO MHC DE CLASSE III HUMANO 
 
FONTE: Adaptado de Immunobiology: The Immune System in Health and Disease. 5th edition. 
JANEWAY, C. A. JR.; TRAVERS, P.; WALPORT, M.; SHLOMCHIK, M. J..New York: Garland 
Science, 2001. p.198. 
 
NOTA: Região de classe III do MHC humano. Essa região compreende os genes que codificam 
proteínas do complemento C4 (C4A e C4B), C2 e fator B (Bf), gene das citocinas: fator de necrose 
tumoral- α (TNF- α) e LTA (LT- α). Está intimamente ligado ao gene C4 o gene 21-hidroxilase (CYP 
21B, enzima envolvida na síntese de esteroides). Os genes mostrados em cinza e nomeados em 
itálico são pseudogenes.  
 
 
3.3. MHC ESTENDIDO (xMHC) 
 
 A evidência de que havia genes MHC relevantes (HFE, TRIM38 e BTNs), 
forte desequilíbrio de ligação e a presença de sintenia conservada estendendo-se 
além dos limites que definiam o MHC humano fez com que Stephens et al. (1999, p. 
291) acreditassem que poderia haver uma região MHC estendida (MHCx). 
Posteriormente, em 2003, o sequenciamento completo do cromossomo 6 definiu 
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esta região que abrange 7,6 Mb e mais 420 genes e está inserida no braço curto 
deste cromossomo ( MUNGALL et al., 2003).  
 O processo de duplicação gênica é relativamente comum no genoma 
humano, estima-se que cerca de 5% dos genes humanos derivem de duplicações 
(BAILEY et al., 2002), as quais são usadas para explicar a distribuição de famílias de 
genes (clusters) no genoma. Os principais agrupamentos de genes estão presentes 
na região do MHCx que constitui-se de pelo menos 6 clusters e 6 superclusters 
gênicos. Dentre eles os genes relacionados a resposta imune ( HLA class I 
supercluster; HLA class II cluster), os genes de citocinas (tumor necrosis factor 
cluster, que incluí o fator TNF,  genes LTA e LTB), genes que codificam para 
histonas (histones superclusters) e genes receptores olfatórios que estão 
intimamente relacionados com processos comportamentais e reprodutivos (olfactory 




3.4. RECEPTORES OLFATÓRIOS  
 
 A percepção e a discriminação química de moléculas do meio, como a 
percepção das moléculas de odor, é realizada nos animais pelo órgão de sentido 
olfativo. Acredita-se que em seres humanos este órgão possa reconhecer mais de 
um trilhão de odores (BUSHDID et al., 2014)  com um poder tão alto de 
discriminação que uma sutil mudança na estrutura química pode levar a profundas 
diferenças na percepção do odor. Estudos envolvendo a base molecular da 
transdução de sinais relacionados ao sistema olfatório vêm sendo referidas em 
diversos estudos de várias áreas científicas (BOZZA et al., 2002; VOSSHALL, 1999). 
 Em vertebrados, as moléculas de odor são reconhecidas por dois principais 
sistemas de reconhecimento: epitélio olfatório principal e órgão vomeronasal. Com 
aproximadamente 1000 genes (380 genes funcionais e 414 pseudogenes) a família 
de receptores olfatórios (ORs), que são expressos no epitélio olfatório, é 
considerada a maior do genoma humano (BUCK; AXEL, 1991) distribuindo-se em 
quase todos os cromossomos (MALNIC et al., 2004) . Esta família codifica 
receptores acoplados à proteína G  (GPCRs) que são proteínas de membrana 
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constituídas por sete α-hélices transmembranares, as quais são expressas no 
epitélio olfativo (FIGURA 5)(VENKATAKRISHNAN et al., 2013).  
 












   Histone 66 55 11 
HLA class I 26 9 17 
tRNA 157 151 6 
Butyrophilin 8 8 0 
Olfactory receptor 34 14 20 
Zinc finger protein 36 26 10 
Gene clusters 
   Solute carrier 17A 4 4 0 
Vomeronasal receptor 5 0 5 
Tumour necrosis factor 3 3 0 
Lymphocyte antigen-6 5 5 0 
Heat shock protein 3 3 0 
HLA class II 24 15 9 
 
FONTE: Adaptado de HORTON, R.; WILMING, L.; RAND, V.; LOVERING, R. C.; BRUFORD, E. A.; 
KHODIYAR, V. K.; LUSH, M.J.; POVEY, S.; TALBOT, C.C. JR.; WRIGHT, M.; WAIN, H. M.; 
TROWSDALE, J.; ZIEGLER, A.; BECK, S. Gene map of the extended human MHC. Nature Reviews 
Genetics , London, v.5, n.12, p.892, 2004.  
 
NOTA: A tabela contem os 6 clusters e 6 superclusters gênicos presente na região do MHC 
estendido. Inclusive os dois maiores clusters de genes do genoma humano estão inseridos, e 
parcialmente sobrepostos, nesta região (genes que codificam para histonas e tRNA).   
 
 
 Os mamíferos possuem múltiplos órgãos para detecção de odores: o epitélio 
olfativo (OE), o órgão vomeronasal (VNO), gânglio Grueneberg (GG) e o órgão 
septal de Masera (SO) (BREER et al., 2006).  
 Quando inalamos o ar entra nas vias olfatórias e atinge o epitélio olfativo que 
está localizado na região dorsal da cavidade nasal. Inserido neste epitélio estão os 
neurônios receptores olfativo, uma célula bipolar que irá receber informação olfativa 
através dos receptores olfatórios (ORs) e transmiti-la para o bulbo olfatório, que se 
comunica com o sistema nervoso central, através de uma cascata de sinalização 
intracelular ( MORAN et al., 1982).  
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 A discriminação destas informações requer que o cérebro possa discernir qual 
dos inúmeros receptores foram ativados por um determinado odorante.  Em 
mamíferos, apenas um dos mais de 1000 genes de receptores é expresso em cada 
um dos neurônios sensoriais olfativos. Sendo assim, cada neurônio é 
funcionalmente distinto para diferenciar as moléculas de odor (NGAI et al., 1993).  
 
FIGURA 4- CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS DOS RECEPTORES 
ACOPLADOS À PROTEÍNA G 
 
FONTE: Adaptado de VENKATAKRISHNAN, A. J.; DEUPI, X.; LEBON, G; TATE, C. G.; 
SCHERTLER, G. F.; BABU, M. M. Molecular signatures of G-protein-coupled receptors. Nature, 
v.494, p. 185–194, 2013. 
 
NOTA: A ilustração mostra o arranjo espacial dos sete domínios transmembranares (TM1, TM2, TM3, 
TM4, TM5, TM6 e TM7) das proteínas GPCRs com a região N-terminal localizada extracelularmente e 
a região C-terminal intrecelular, bem como as alças extracelulares (EC1, EC2 e EC3) e as alças 
intracelulares (IC1, IC2 e IC3) 
 
3.5. OLFATO E MHC 
 
 Alguns dos genes da região MHC apresentam funções diferentes daquelas 
relacionadas ao sistema imunológico. O forte desequilíbrio de ligação entre alguns 
clusters de genes com haplótipos HLA (a combinação de alelos em locais 
adjacentes em um cromossomo herdados em conjunto) e o grande polimorfismo dos 
genes da região MHC (principalmente aqueles relacionados ao sistema olfativo - 
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receptores olfatórios) parecem influenciar no comportamento e percepção do meio 
pelas diferentes espécies.  
 Estudos têm mostrado que os genes do MHC servem para conferir identidade 
olfativa pessoal ("odortipo") (FERSTL et al., 1992; YAMAZAKI et al.,1999). Wedekind 
et al. (1995) constataram que a preferência das mulheres por odores masculinos 
está negativamente correlacionado com o grau de similaridade entre o seu próprio 
genótipo MHC. Muitos outros autores chegaram a resultados parecidos (SANTOS et 
al., 2005; THORNHILL et al., 2003). Estes, e outros trabalhos, sugerem que a 
preferência por parceiro com MHC distinto do seu próprio pode ser relacionado a 
pistas olfativas, como o "odortipo" (apesar de haver outras hipóteses a cerca desse 
tema). Esta escolha preferencial por parceiros com MHC dissimilares pode estar 
relacionado à adaptação, pois aumenta a heterozigosidade do MHC da prole, com 
influência benéfica sobre a viabilidade da mesma através do aumento da resistência 
a doenças infecciosas, e evitando efeitos de endogamia (MILINSKI, 2006).  
  
 
3.6. TABAGISMO, MHC, OLFATO E DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO  
 
 O tabagismo é uma das maiores causas de morte pré-matura, doenças e 
invalidez em todo o mundo (EZZATI et al., 2002). Segundo a Organização Mundial 
de Saúde (OMS) cerca de cinco milhões de mortes todos os anos podem ser 
atribuídas ao uso do tabaco (podendo chegar perto de 8 milhões até o ano de 2030 
se o crescimento continuar)( WHO report on the global tobacco epidemic: the 
mpower package, 2008)  
 O consumo de produtos oriundos do tabaco tem sido associado a diversas 
doenças, incluindo vários tipos de câncer ( pulmão, laringe, esôfago, boca, faringe, 
bexiga e muitos outros)( WORLD CONGRESS ON TOBACCO OR HEALTH, 2003), 
doenças autoimunes (como artrite reumatoide)(HILL et al., 2003) e doença arterial 
coronária (WANG et al., 2003). Apesar de estar bem estabelecido que a nicotina 
seja o componente viciante do cigarro (JARVIS, 2004) fatores genéticos e 
ambientais parecem influenciar na aquisição e continuação do hábito de fumar 
(BATRA et al., 2003).  
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 Sendo assim, além de influenciar em hábitos sexuais o alto grau de 
polimorfismo da região HLA e a existência de desequilíbrio de ligação com genes 
ORs parecem influenciar em outras características comportamentais, como o 
tabagismo, por estarem inseridos na mesma região genômica (FUGURA 7). Füst et 
al. (2004), baseado em estudos de marcadores moleculares para o hábito de fumar 
localizados no braço curto do cromossomo 6 , descritos por BERGEN et al. (1999), 
encontraram evidências de que alelos HLA podem estar associados com o 
tabagismo (mulheres : odds ratio= 13,6 e homens:  odds ratio=2,79). Em adição 
Santos et al. (2008), fundamentado pelos dois estudos anteriores, encontraram 
associação entre o haplótipo HLA-A8-B7-DR1 ( o haplótipo mais comum entre os 
caucasianos) e um receptor OR da mesma região cromossômica (gene: OR12D3, 
SNP: rs3749971).  
 
 
FIGURA 5- MAPA GENÔMICO MOSTRANDO OS GENES MHC HUMANO E 
GENES RECEPTORES OLFATÓRIOS (OR) INSERIDOS ENTRE AS REGIÕES 
6p21.33 e 6p21.31 
 
FONTE: FÜST, G.; ARASON, G.; KRAMER, J.; SZALAI, C.; DUBA, J.; YANG, Y.; CHUNG, E. K.; 
ZHOU, B.; BLANCHONG, C. A.; LOKKI, M. L.; BÖDVARSSON, S.; PROHÁSZKA, Z.; KARÁDI, I.; 
VATAY, A.; KOVÁCS, M.; ROMICS, L.; THORGEIRSSON, G.; YU, C. Y. Genetic basis of tobacco 
smoking: strong association of a specific major histocompatibility complex haplotype on chromosome 
6 with smoking behavior. International Immunology, Oxford, v.16, n.10, p.1507-1514, 2004.  
 
NOTA: As marcações I e II da figura indicam as regiões do MHC de classe I e II, respectivamente. Os 
números após as histonas e OR representam o número de genes presentes na região. Estão 




4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1. AMOSTRA  
 
A amostra utilizada consistiu em 74144 indivíduos, de quatro grupos étnicos, 
classificados por auto-declaração conforme o critério do IBGE em amarelos, 
brancos, negros ou pardos. Do total, 13019 se declararam fumantes e 61125 se 
declararam não-fumantes. A amostra estava previamente genotipada para os loci 
HLA-A, -B, -DR em baixa/média resolução pela técnica SSO (sondas 
oligonucleotídicas específicas). Os dados foram obtidos do banco de dados de 
doadores voluntários de células tronco hematopoiéticas do LIGH (Laboratório de 
Imunogenética e Histocompatibilidade da UFPR). Este banco de dados tem sido 
utilizado por diversos pesquisadores, incluindo os trabalhos de SILVA et al. (2013) 
para investigação de diversidade genética de genes OR e os seus níveis de 
desequilíbrio de ligação com genes MHC.  
A análise de desequilíbrio de ligação entre genes de receptores olfatórios e 
haplótipos HLA foi realizada por Santos et al. (2008), utilizando uma amostra de 180 
indivíduos residentes de Utah (29 famílias, contendo 45 trios de país e prole 
relacionados) com descendência europeia (MIRETTI et al., 2005).   
 A segunda amostra estudada era proveniente do banco de dados do LIGH, e 
composta por 61 trios familiares (pai, mãe e filhos) da população paranaense. 
Estavam previamente genotipados para os loci HLA-A, -B, -DR em baixa resolução e 
o genótipo para os genes OR foi determinado em trabalhos anteriores (para mais 
informações ver SILVA, 2012).  
 
4.2. CÁLCULO DAS FREQUÊNCIAS HAPLOTÍPICAS E ANÁLISE DOS DADOS 
OBTIDOS 
 
 As frequências haplotípicas foram estimadas pelo método da maximização de 
expectativas, usando o programa Arlequin® versão 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER, 
2010). A análise de associação entre cada haplótipo e o tabagismo foi realizada por 
odds ratio, utilizando o suplemento SNP_tools do programa EXCEL® (CHEN et al., 
2009) e incluiu o cálculo dos intervalos de confiança. A fim de evitar associações 
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espúrias, novas análises foram feitas dividindo-se a população por etnias (amarelo, 
branco, negros e pardos) e sexo, buscando associações consistentes em todas as 
subpopulações.  
 
4.3. ANÁLISE IN SILICO DO DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE tagSNPs 
DE GENES OR E HAPLÓTIPOS HLA 
 
 Uma vez encontradas associações positivas entre haplótipos HLA e 
tabagismo, procurou-se realizar testes in silico utilizando o programa Haploview 
(BARRETT et al., 2005) com o objetivo de calcular o desequilíbrio de ligação entre 
os tagSNPs que caracterizam o cluster de receptores olfatórios presente próximos a 
região HLA, a partir dos dados de SANTOS et al. (2008)  
 A análise molecular in silico foi feita com dados de genotipagem de 180 
indivíduos da amostra CEU (MIRETTI et al., 2005), seguindo a mesma metodologia 





5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 
 A partir da estimativa da frequência haplotípica, foram encontrados 14540 
haplótipos. Destes, 188 apresentaram odds ratio significativo nos dois sexos, sendo 
18 associações positivas (mais frequentes em fumantes) e 170 associações 
negativas (mais frequentes em não fumantes). A fim de evitar associações espúrias, 
verificou-se a consistência das mesmas dividindo-se a população nas diversas 
etnias (amarelo, branco, negro e pardo), considerando-se consistente os casos em 
que a associação ocorreu em todos estes subgrupos. Apenas os haplótipos HLA-A1-
B8-DR3, já conhecido dos estudos de Santos et al. (2008), e o haplótipo HLA-A24-
B7-DR1 apresentaram odds ratio estatisticamente significativos (TABELA 2) em 
todos os subgrupos. Nota-se pela tabela 2, que a nova associação encontrada 
(haplótipo HLA-A24-B7-DR1) apresentou odds ratio mais alto do que para aquela já 
descrita, podendo ser um indicativo de associação positiva daquele haplótipo com o 
hábito tabagista. O grupo étnico "brancos" apresenta o maior odds ratio entre todos 
os subgrupos, inclusive entre o total da amostra. Isso, provavelmente, porque é o 
grupo com maior número de indivíduos e haplótipos, o que permitiu uma análise 
mais robusta (TABELA 3).  
 Para uma análise mais refinada da relação entre genes HLA e receptores 
olfatórios realizou-se testes de associação com dados de genotipagem de uma 
coorte de indivíduos caucasianos (população CEU). Entretanto, o número de 
indivíduos portadores do  haplótipo alvo (HLA-A24-B7-DR1) era muito baixo e, 
portanto, a análise não pode ser completada. Como alternativa, optou-se por utilizar 
outra amostra de indivíduos genotipados do banco de dados de doadores 
voluntários de células tronco hematopoiéticas do LIGH. A amostra em questão 
continha 61 trios familiares ( pai, mãe e filho) previamente genotipados para os loci 
HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 (depositados no banco de dados LIGH) e genotipados 
para os genes OR nos trabalhos de SILVA (2012). Neste caso os haplótipos 
envolvendo os loci HLA-A, -B, -DRB1, assim como os SNPs dos genes OR, puderam 
ser estritamente determinados. Novamente, os dados não foram suficientes para o 
cálculo do desequilíbrio de ligação entre genes OR e haplótipos HLA, uma vez que o 
número de indivíduos fumantes na amostra foi insuficiente para a análise de 

















Amarelos Homens 1,4506 0.56 - 3.74 
 
0,7336 0,16-3,34 
 Mulheres 1,3703 0,59-03,16 
 
0,5719 0,13-2,45 
Brancos Homens 2,7072 1,46-05,02 
 
0,6664 0,58-0,76 
 Mulheres 2,3394 1.24-04.42 
 
0,4533 0,40-0,52 
Negros Homens 0,0000 0,00-00,00 
 
1,1377 0,61-2,14 
 Mulheres 4,7692 0,30-76,52 
 
1,3648 0,61-3.03 
Pardos Homens 3,2143 0,62-16,79 
 
1,3544 0,96-1,91 
 Mulheres 1,4129 0,16-12,84 
 
1,0935 0,73-1,63 
Total Homens 1,6177 1,00-02,59 
 
1,0900 0,97-1,24 
 Mulheres 1,7119 1,13-02,59 
 
0,8800 0,78-0,99 
FONTE: O autor 
 
NOTA: A tabela apresenta os odds ratio (or), bem como os intervalos de confiança (IC) para os 
haplótipos com associação consistente em todos os subgrupos. 
 
 
 O haplótipo HLA-A1-B8-DR3, que estudos anteriores indicavam estar em 
associação positiva com o tabagismo, no presente trabalho também apresenta 
associação estatisticamente significativa, porém nem sempre no sentido positivo ( 
apresentou associação positiva (or>1) em alguns subgrupos, porém está em 
associação negativa (or<1) em outros sub grupos e no total da amostra– TABELA2). 
É possível que este resultado não se mantenha em estudos com melhor 
caracterização dos fumantes (formando uma coorte que destaque todo o histórico do 
hábito tabagista). Também é possível que, em nossa população, o haplótipo não 
esteja associado aos mesmos alelos OR. Deve-se notar que na amostra dos 61 trios 
familiares do LIGH (para as quais todos os haplótipos são bem definidos) apenas 






TABELA 3 - NÚMERO ESTIMADO DE INDIVÍDUOS PORTADORES DOS 












































































FONTE: O autor 
 
 
Os indivíduos cadastrados como doadores voluntários de medula óssea não 
formam uma coorte, no que diz respeito ao hábito de fumar. Isso, porque não há 
nenhuma especificação de dados como quanto tempo fumou durante a vida, qual 
marca de cigarro e, no caso de não-fumante, se já fumou em algum momento. Este 
fator, pode ter influenciado nos resultados da análise pois indivíduos que se intitulam 
não fumantes, por exemplo,  poderiam ter fumado até pouco tempo.  
 Pode-se notar que o haplótipo HLA-A1-B8-DR3 não é o mais frequente na 
amostra dos 61 trios familiares (TABELA 4), o que difere dos dados da população de 
indivíduos caucasianos em que este é o haplótipo HLA mais comum, segundo os 
estudos de Alper et al. (2006). Provavelmente, isto se deve ao fato de que a 






















02 15 13 
0.022 
 
03 07 15 
0.017 
 
03 07 04 
0.017 
 
01 08 03 
0.017 
 
02 50 07 
0.017 
 
11 35 01 
0.017 
 
03 35 01 
0.013 
 
02 49 13 
0.013 
 
02 15 14 
0.013 
 
02 27 01 
FONTE: Modificado de SILVA, J. S. Caracterização dos polimorfismos nos genes OR2W6P, 
OR2B8P, OR1F12 e OR12D2 em uma amostra da população paranaense. 60 f. Dissertação 








 O haplótipo HLA-A24-B7-DR1 apresentou-se fortemente associado ao hábito 
tabagista. É provável que tal haplótipo esteja em desequilíbrio de ligação com algum 
alelo de um gene de receptor olfatório, situado na região xHLA. Se isto de fato 
ocorre, então tal alelo está possivelmente implicado na gênese da condição 
tabagista. Este desequilíbrio não pôde ser investigado porque o haplótipo é 
relativamente raro e não foi encontrado na amostra CEU usada no presente estudo 
e tampouco na amostra dos 61 trios familiares provenientes do LIGH. 
 O haplótipo HLA-A1-B8-DR3 não apresentou resultados estatisticamente 
significativos no sentido positivo de associação. Em novas análises, com melhor 
caracterização dos indivíduos fumantes, pode ser que esses resultados não se 
mantenham.     
 A associação do haplótipo HLA-A24-B7-DR1 com o tabagismo, indicada pelo 
presente estudo, justifica investigações posteriores, com dados mais precisos, 
particularmente no que diz respeito à caracterização das amostras de fumantes e 
não fumantes, ou seja, para os fumantes determinar quantos cigarros fuma por dia, 
há quanto tempo fuma, e qual marca de cigarro mais usa e, entre os não fumantes, 
verificar se já foi fumante anteriormente. Se, nestas condições, a associação for 
comprovada, a mesma amostra deverá ser investigada com relação aos genes OR. 
Para tanto, seria necessária a genotipagem dos genes HLA e de receptores 
olfatórios.  
Este estudo, assim como os demais trabalhos sobre o assunto, visou 
contribuir para o esclarecimento de fatores biológicos implicados na gênese do 
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